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Vzpostavitev sistema za spremljanje regulacije izražanja toksin-antitoksin 
modulov in vivo 
 
Povzetek: 
Sistemi toksin/antitoksin so bakterijski in arhejski operoni, ki so namenjeni 
ohranjanju celične populacije. Zapisujejo za proteinski toksin, ki s svojim 
delovanjem vodi v celično smrt ali pa zastoj metabolizma in proteinski/RNA 
antitoksin, ki nasprotuje delovanju toksina. V okviru magistrskega dela smo se 
osredotočali na sistem tipa II higBA2. Vsebuje zapis za proteina toksin HigB2 in 
antitoksin HigA2. Predlagan model samoregulacije tega sistema toksin/antitoksin 
predvideva mehanizem uravnavanja preko razpoložljivosti neurejenega N-konca 
HigA2. V prisotnosti toksina HigB2 je ta vezan nanj kar ošibi vezavo HigA2 na 
DNA. Promotor phigB-2 se sprosti in izražanje operona je omogočeno. 
Model regulacije sistema je bil določen in vitro. Želeli smo sestaviti sistem za 
preverjanje modela in vivo s pomočjo reporterskega proteina mRFP1 pod 
nadzorom phigB-2 ter HigB2 in HigA2 pod ločenimi konstitutivnimi promotorji. V 
ta namen smo želeli z molekularno biološkimi metodami povečati nabor že 
narejenih vektorjev. Prav tako smo pripravili vektor s toksinom pod inducibilnim 
promotorjem. 
Sama restrikcija in mutageneza sta bili težavni. Pogosto se je z vektorja izgubil 
zapis za toksin, česar nismo želeli. Uspešno smo pridobili enega izmed vektorjev 
z zapisom za toksin in brez zapisa za antitoksin. Mutageneza ni bila uspešna. 
Sklepali smo, da je lahko težavna toksičnost toksina kljub temu, da se izraža 
njegova encimsko neaktivna mutanta. Razlog bi lahko bil v vezavi HigB2 na 
ribosom. Zato smo pripravili vektor s toksinom pod inducibilnim promotorjem, kjer 
pride do izražanja gena za toksin šele ob dodatku L-arabinoze. Izvedli smo 
preliminarne poskuse izražanja ter potrdili prisotnost proteina po indukciji s 
točkovnim nanosom. 
V sklopu tega dela smo torej uspeli pripraviti ustrezen nabor vektorjev, ki 
omogočajo izvebo indukcije in merjenje fluorescence mRFP1 z namenom 
karakterizacije pripravljenih sistemov in vivo.  
 
Ključne besede: toksin/antitoksin, regulacija izražanja, higBA2, HigB2, HigA2. 
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modules in vivo. 
 
Abstract: 
Toxin/antitoxin systems represent bacterial and archaeal operons meant to 
preserve cell populations. They encode for protein toxins which can lead to cell 
death or stop cell metabolism and protein/RNA antitoxins which counteract the 
effect of toxins. In this work we focused on the type II toxin/antitoxin system 
higBA2. It encodes for a protein toxin HigB2 and a protein antitoxin HigA2. A 
suggested model for the regulation of the higBA2 system predicts a mechanism 
involving the availability of HigA2’s intrinsically disordered N-tail. In the presence 
of HigB2 the N-tail binds to it and therefore weakens the HigA2-DNA interaction. 
The promotor phigB-2 is released and expression is enabled. 
The regulation model has been established in vitro. With our work we aimed to 
construct an in vivo system to confirm this model with the use of mRFP1 under 
regulation of phigB-2 and HigA2 as well as HigB2 regulated by their own separate 
constitutive promoters. To achieve this goal, we aimed to increase the pool of 
already made vectors through biomolecular methods. We also produced a vector 
with the toxin under an inducible promoter. 
Restriction and mutagenesis were difficult. Often, the vectors would lose the toxin 
sequence, which is something we did not want. We have successfully produced 
a vector with the toxin sequence and without the antitoxin sequence. Mutagenesis 
was not successful.  
We speculated that the toxicity of the catalytically inactive toxin mutant might still 
be significant. The reason for that could be HigB2 binding to the ribosome. 
Therefore, we established a vector containing the toxin under an inducible 
promoter, where the protein is expressed only after the addition of L-arabinose. 
Preliminary induction experiments and the use of a DotBlot experiment show 
successful protein expression. 
Within our work we successfully established vectors which allow us to induce 
protein expression and measure fluorescence of mRFP1 in order to characterise 
the studied systems in vivo. 
 
Keywords: toxin/antitoxin, expression regulation, higBA2, HigB2, HigA2
 
Kazalo 
1      Uvod ........................................................................................................... 1 
1.1 Sistemi toksin/antitoksin ........................................................................ 1 
1.2 HigBA2 je sistem tipa II iz bakterije Vibrio cholerae .............................. 4 
1.3 Izražanje operona higBA2  je nadzirano z molskim razmerjem 
toksin/antitoksin .............................................................................................. 8 
2 Namen dela ............................................................................................... 10 
3 Materiali ..................................................................................................... 11 
3.1 Aparature in oprema ............................................................................ 11 
3.2 Kemikalije ............................................................................................ 11 
3.2.1 Pufri in raztopine ........................................................................... 12 
3.2.2 Kompleti reagentov ....................................................................... 13 
3.3 Encimi ................................................................................................. 13 
3.4 Protitelesa ........................................................................................... 13 
3.5 Standardi velikosti DNA ....................................................................... 14 
3.6 Začetni oligonukleotidi ......................................................................... 14 
3.7 Vektorji ................................................................................................ 15 
3.8 Bakterijski sevi in gojišča ..................................................................... 18 
3.8.1 Sevi ............................................................................................... 18 
3.8.2 Gojišča .......................................................................................... 18 
4 Metode ...................................................................................................... 19 
4.1 Transformacija kompetentnih celic ...................................................... 19 
4.2 PCR na osnovi ene kolonije ................................................................ 19 
4.3 Izolacija vektorjev in določanje njihovih zaporedij ............................... 21 
4.4 Priprava vektorjev brez zapisa za antitoksin........................................ 21 
4.4.1 Rezanje vektorja z ustreznimi restrikcijskimi endonukleazami ...... 21 
4.4.2 Izolacija plazmidov iz gela in ligacija rezanega plazmida ............. 22 
4.5 Priprava plazmida p117A2/p101B2 ..................................................... 22 
4.5.1 Mutageneza vektorja H23 z metodo PCR in rezanje matrice z 
encimom DpnI ........................................................................................... 22 
4.6 Priprava plazmida p101A2/pBADB2 .................................................... 23 
4.6.1 Lastnosti promotorja pBAD ........................................................... 23 
 
4.6.2 Priprava fragmenta pBADB2 s previsi .......................................... 26 
4.6.3 Vstavljanje pBADB2 v H23 ........................................................... 27 
4.7 Izražanje HigB2 pod arabinoznim promotorjem s klasično indukcijo ... 28 
4.8 Zaznavanje HigB2 s točkovnim nanosom ........................................... 29 
5 Rezultati .................................................................................................... 30 
5.1 Priprava vektorjev brez zapisa za antitoksin HigA2 ............................. 30 
5.2 Priprava plazmida p117A2/p101B2 ..................................................... 33 
5.3 Priprava plazmida z inducibilnim arabinoznim promotorjem 
(p101A2/pBADB2) ........................................................................................ 34 
5.4 Izražanje HigB2 pod arabinoznim promotorjem s klasično indukcijo in 
rezultati točkovnega nanosa ......................................................................... 39 
6 Diskusija .................................................................................................... 43 
7 Zaključek ................................................................................................... 46 





Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
6xHis  heksahistidinska oznaka (angl. »His-tag«) 
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
AraC  regulatorni protein za uravnavanje izražanja promotorja pBAD 
cAMP  ciklični adenozil-monofosfat 
CRP  receptorski protein za cAMP (angl. »cAMP receptor protein«) 
EDTA  etildiamintetraocetna kislina 
HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina 
HigA2 antitoksin tipa II, inhibira HigB2 z vezavo 
HigB2 toksin tipa II, deluje kot RNaza 
higBA2 operon, ki zapisuje za toksin HigB2 ter antitoksin HigA2 po 
promotorjem phigB-2 
HRP  hrenova peroksidaza (angl. »horseradish peroxidase«) 
HTH  heliks-zavoj-heliks (angl. »helix-turn-helix«) 
OD600  optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
p101  konstitutiven promotor 101 
p117  konstitutiven promotor 117 
pBAD inducibilen arabinozni promotor (indukcija poteka z dodadkom L-
arabinoze) 
pC promotor pred zapisom za protein AraC 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. »polimerase chain reaction«) 
pFAB100 konstitutiven promotor FAB100 
phigB-2 promotor operona higBA2 
PSK post segregacijsko ubijanje (angl. »post-segregational-killing«) 
PVDF  polivinildifluorid 
RBS  mesto vezave ribosoma (angl. »ribosome binding site«) 
TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin 
Tm  temperatura tališča
 
    
 
Seznam aminokislin in njihovih okrajšav 
 
 
Aminokislina  Tričrkovna oznaka  Enočrkovna oznaka 
alanin  Ala  A  
arginin  Arg  R  
asparagin  Asn  N  
aspartat  Asp  D  
cistein  Cys  C  
fenilalanin  Phe  F  
glicin  Gly  G  
glutamat  Glu  E  
glutamin  Gln  Q  
histidin  His  H  
izolevcin  Ile  I  
levcin  Lev  L  
lizin  Lys  K  
metionin  Met  M  
prolin  Pro  P  
serin  Ser  S  
tirozin  Tyr  Y  
treonin  Thr  T  
triptofan  Trp  W  
valin Val V 
   
  
 
   
Vzpostavitev sistema za spremljanje  Zala Živič 





1.1 Sistemi toksin/antitoksin 
 
Sistemi toksin/antitoksin so operoni, ki jih najdemo na kromosomu ali plazmidu 
več vrst bakterij in nekaterih arhej [1]. Vsebujejo zapis za protein toksin, ki s 
svojim delovanjem ustavi celično rast, ter antitoksin, ki nasprotuje učinku toksina 
[2,3]. 
Opisane so tri funkcije sistemov toksin/antitoksin: post segregacijsko ubijanje 
(angl. »post-segregational killing«, PSK), abortivna okužba in odpornost na 
antibiotik/tvorba persistentnih celic. Shematsko so te funkcije prikazane na sliki 
1.1.1. Abortivna okužba in PSK vodita v celično smrt, medtem ko tvorba 
persistentnih celic povzroči začasen zastoj celične rasti. Vse tri funkcije so 
namenjene zaščiti bakterijske populacije [4]. 
Slika 1.1.1: Shematski prikaz treh znanih funkcij sistemov toksin/antitoksin. 
A PSK. Ob izgubi plazmida pri celični delitvi zaradi kratkoživosti antitoksina (zeleno) v celici ostane prost             
toksin (rdeče), ki vodi v celično smrt (roza). 
B Abortivna okužba. Aktivacija sistema toksin/antitoksin po okužbi zdrave celice (zeleno) z bakteriofagom 
(modro) prepreči njegovo replikacijo in vodi v celično smrt (roza). Odsotnost sistema toksin/antitoksin 
(roza ozadje) pomeni razširitev bakteriofaga po celotni celični populaciji. 
C Tvorba persistentnih celic. Bakteriostatičen sistem toksin/antitoksin pomaga pri tvorbi neaktivnih celic 
(rumeno), ki so zaradi svojega neaktivnega stanja bolj odporne na stresne dejavnike. 
Prirejeno po [3]. 
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PSK (slika 1.1.1A) je pojav značilen predvsem za sisteme toksin/antitoksin, 
katerih zapis leži na plazmidu [2]. Po celični delitvi obstaja možnost izgube 
plazmida. V tem primeru pride do celične smrti zaradi razlik v stabilnosti toksina 
in antitoksina, ki zagotovijo ohranjanje plazmida v celični populaciji [5]. 
Ob celični delitvi se lahko zgodi, da le ena izmed hčerinskih celic ohrani plazmid. 
V celici brez plazmida se prekine sinteza novih molekul toksina in antitoksina. 
Zaradi narave delitev celic, ta hčerinska celica vseeno vsebuje nekaj molekul 
toksina in antitoksina. Antitoksin je labilen, medtem ko je toksin obstojen. Za 
preživetje celice bi bilo potrebno stalno obnavljanje antitoksina, ki pa je zaradi 
pomanjkanja plazmida nemogoče. Ostane prebitek toksina, ki vodi v celično smrt 
[3,6]. 
Abortivna okužba (slika 1.1.1B) predstavlja zaščito pred širjenjem bakteriofagov 
v bakterijski populaciji [7]. Bakteriofagi so virusi, ki okužijo bakterijsko celico in 
izkoristijo njen sistem replikacije za razmnoževanje. Pogosto vodijo v smrt 
celotnih bakterijskih populacij. 
Kadar je v celici prisoten operon toksin/antitoksin, se ta aktivira po okužbi. 
Bakteriostatična aktivnost toksina prepreči namnožitev bakteriofaga in vodi v 
altruistično smrt okužene celice. Širitev bakteriofaga se s tem znatno upočasni in 
bakterijska populacija se ohrani [3]. 
Tvorba persistentnih celic (slika 1.1.1C) pomeni vstop celic v neaktivno stanje, v 
katerem so manj občutljive na stresne dejavnike iz okolice. Pomembna je 
predvsem odpornost na antibiotike [8]. Vzrok za nastanek persistentnih celic je 
lahko prisotnost stresnega dejavnika, lahko pa pride do prehoda tudi naključno. 
Persistentne celice navadno predstavljajo majhen, a nezanemarljiv delež celične 
populacije tudi v ugodnih pogojih rasti [9]. 
Eden izmed dejavnikov, ki sodelujejo pri nastanku teh tipov celic, so sistemi 
toksin/antitoksin. Toksin deluje bakteriostatično in pogosto zavira procese, ki so 
tarča stresnih dejavnikov (antibiotikov). Zaradi njihove neaktivnosti se prepreči 
delovanje stresnega dejavnika, ki bi iztirilo celično homeostazo in povzročilo smrt 
bakterije [8].  
Sistemi toksin/antitoksin so torej pomemben dejavnik pri zaščiti bakterijskih 
populacij pred raznimi vplivi. Delimo jih na štiri glavne tipe (I-IV) in dva zaenkrat 
še manj preučevana tipa (V, VI). Razlikujejo se glede na mehanizem delovanja 
in vrsto antitoksina [2,3]. Shematsko so prikazani na sliki 1.1.2. 
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Sistemi tipa I (slika 1.1.2A) zajemajo operone, katerih produkti so protein toksin 
in RNA antitoksin. Toksini tipa I so hidrofobni peptidi, ki povzročijo zastoj celične 
rasti preko izgube membranskega potenciala. Ta je posledica vgradnje peptidov 
v celično membrano. Antitoksini so protismiselna enoverižna RNA, ki veže mRNA 
toksina. Preko te vezave prepreči sintezo toksina, lahko tudi vodi v razgradnjo 
njegove mRNA [10]. 
Tip II sistemov toksin/antitoksin (slika 1.1.2B) opisuje operone s proteinskimi 
toksini in proteinskimi antitoksini in je najbolj pogosto prisoten tip 
toksinov/antitoksinov. Toksini tipa II so večinoma endoribonukleaze. S 
cepljenjem mRNA ustavijo celično rast. Antitoksini navadno vsebujejo dve 
domeni. Ena je namenjena vezavi DNA, druga pa vezavi toksina [11,12]. 
  
Slika 1.1.2: Shematski prikaz sistemov toksin/antitoksin I-VI. 
A Operon vsebuje zapis za proteinski toksin (rdeče) in RNA antitoksin (zeleno). RNA antitoksin je 
protismiselna RNA, ki prepreči translacijo toksina. 
B Operon poleg zapisov za proteinski toksin (rdeče) in proteinski antitoksin (zeleno) vsebuje tudi 
promotorsko regijo (oranžno). Antitoksin zavira delovanje toksina preko interakcij protein-protein. Prav 
tako deluje na promotor. Zavira izražanje operona. 
C RNA antitoksin (zeleno) zavira delovanje proteinskega toksina (rdeče) preko interakcij protein-RNA. 
D Proteinski toksin (rdeče) in proteinski antitoksin (zeleno) delujeta na isti celični proces. Antitoksin 
nasprotuje delovanju toksina. 
E GhoS (zeleno) razgraja mRNA toksina GhoT (rdeče). Ob stresu MsqR (sivo) razgradi mRNA GhoS. 
Toksin se sintetizira. 
F SocA (zeleno) z vezavo na toksin SocB (rdeče) pospeši njegovo razgradnjo. 
Prirejeno po [2,3]. 
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DNA-vezavna domena sodeluje pri uravnavanju izražanja lastnega operona, 
medtem ko domena za vezavo toksina služi njegovi inhibiciji. Prost antitoksin 
preko vezave na promotor svojega operona zavira njegovo izražanje [2,13]. 
Toksin je bolj stabilen od antitoksina. V stresnih pogojih hiter razpad antitoksina 
pomeni prevladanje delovanja toksina [11]. 
Tip III sistemov toksin/antitoksin (slika 1.1.2C) tvori, prav tako kot tip I, proteinski 
toksin in RNA antitoksin, vendar je mehanizem delovanja antitoksina drugačen. 
RNA antitoksina tvori psevdovozel, ki veže proteinski toksin. Interakcija toksina z 
RNA antitoksina inhibira njegovo delovanje [14]. 
Pri tipu IV sistemov toksin/antitoksin (slika 1.1.2D) nastaneta zopet dva 
proteinska produkta, ki pa nista v neposredni medsebojni interakciji. Antitoksin 
nasprotuje učinkom toksina preko delovanja na njegovo tarčo [15]. 
Poleg osnovnih štirih tipov toksin/antitoksin poznamo tudi tip V in VI. Zaenkrat za 
oba tipa poznamo le po en sistem toksin/antitoksin [2]. Predstavnik tipa V je 
sistem toksina GhoT in antitoksina GhoS (slika 1.1.2E). GhoS je RNaza, ki v 
normalnih razmerah cepi mRNA toksina GhoT. Ob pojavu stresnih dejavnikov se 
aktivirajo drugi sistemi toksin/antitoksin. Eden izmed teh je sistem s toksinom 
MsqR, ki razgradi mRNA antitoksina GhoS. GhoS se ne sintetizira več, kar 
pomeni izražanje GhoT. Ta je po strukturi in funkciji podoben peptidom tipa I [16]. 
Tip VI (slika 1.1.2F) zapisuje za protein toksin SocB in protein antitoksin SocA. 
SocB zavira elongacijo ob podvajanju DNA preko vezave na drsno vponko. SocA 
je proteolitski adaptorski protein. Z vezavo na toksin pospeši njegovo razgradnjo 
[17]. 
V magistrskem delu smo se ukvarjali z avtoregulacijo sistemov tipa II. V ta namen 
smo preučevali sistem higBA2 iz bakterije Vibrio cholerae. 
 
1.2 HigBA2 je sistem tipa II iz bakterije Vibrio cholerae  
 
Sistem higBA2, prikazan na sliki 1.2.1, je eden izmed dveh sistemov higBA na 
superintegronu toksinov v bakteriji V. cholerae. Superintegron je skupek trinajstih 
sistemov toksin/antitoksin na kromosomu II. Toksin HigB2 (slika 1.2.1A) je 
citostatična RNaza, antitoksin HigA2 (slika 1.2.1B) je protein, ki z vezavo inhibira 
toksin (slika 1.2.1C) [18, 19]. 
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Slika 1.2.1: Sistem toksin/antitoksin higBA2. 
A Struktura proteina HigB2. PDBID: 5MJE 
B Struktura proteina HigA2. N-konec proteina je neurejen in je prikazan kot zaporedje v zelenem 
okvirju. PDBID: 5J9I 
C Struktura tetramera toksina (rdeče) in antitoksina (zeleno). PDBID: 5JAA 
D Shematski prikaz operona higBA2. Toksin (rdeče) leži z zapisom pred antitoksinom (zeleno). 
Operon je pod kontrolo promotorja phigB-2 (oranžno). 
Sheme so bile narejene s pomočjo programa Chimera in Microsoft PowerPoint. 
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Operon higBA2 (slika 1.2.1D) je sestavljen iz promotorja phigB-2, zapisa za 
toksin HigB2 in zapisa za antitoksin HigA2. Produkt transkripcije operona je 
policistronska mRNA z zapisom toksina pred antitoksinom. Kljub temu pride do 
nastanka več antitoksina kot toksina. Razlog leži v zaporedju Shine-Dalgarno, ki 
je prisotno pred zapisom za HigA2, pred zapisom za HigB2 pa ga ni [18, 20]. 
Sistem higBA2 se aktivira v primeru pomanjkanja aminokislin. V skladu s 
splošnimi značilnostmi sistemov toksin/antitoksin tipa II, je antitoksin manj 
stabilen od toksina. HigB2 se pri aminokislinskem stradanju sprosti in s cepitvijo 
mRNA na ribosomu vodi v bakteriostazo celice [18,19]. 
HigB2 je 110 aminokislin dolg globularni protein z značilnim zvitjem RNaz. HigA2 
je dolg 104 aminokisline z DNA-vezavno domeno ter intrinzično neurejenim N-
koncem. Slednji se lahko zvije v α-vijačnico in kratko β-ploskev ter tvori interakcije 
s toksinom. Nastane dimer toksin-antitoksin. DNA-vezavna domena antitoksina 
tvori interakcije z analogno domeno drugega dimera toksin-antitoksin. Tvori se 
podolgovat tetramer HigBA2 (slika 1.2.1C) [20]. 
DNA-vezavna domena je v obliki heliks-zavoj-heliks (angl. »helix-turn-helix«, 
HTH) in lahko tvori interakcije s phigB-2 (slika 1.2.2) ter s tem zavira izražanje 
operona. Ob vezavi povzroči upogib DNA za ~30° [20]. 
Slika 1.2.2: Dimer HigA2 vezan na promotor phigB-2. 
Dimer HigA2 (zeleno) prepozna zaporedje promotorja phigB-2 (oranžno) preko štirih aminokislinskih 
ostankov: Arg68, Glu71, Asn72 ter Arg77. Slednji ima dve možni konformaciji ob vezavi, ki sta obe prikazani. 
Molekule kisika na aminokislinskih ostankih so obarvane rdeče, molekule dušika pa modro. Intrinzično 
neurejen N-konec proteina ne tvori dovolj urejene strukture za določitev s kristalizacijo in je v tej strukturi 
izpuščen. 
Struktura je bila podarjena s strani doc. dr. San Hadži. 
Slika je bila narejena s pomočjo programske opreme Chimera in Microsoft PowerPoint. 
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Visoka afiniteta vezave HigA2 na phigB-2 (Kd = 9,6 nM) je posledica ugodnih 
entalpijskih interakcij z DNA. Prepoznavanje zaporedja DNA poteka preko štirih 
aminokislinskih ostankov: Arg68, Glu71, Asn72 in Arg77. Vezava fosfatnega 
ogrodja vključuje še dodatnih osem aminokislinskih ostankov. Neurejen N-konec 
proteina je prav tako pomemben ob tvorbi kompleksa HigA2-DNA ter pridobi 
nekaj urejenosti strukture ob vezavi [20]. 
Kompleks HigBA2 ima šibkejšo afiniteto do phigB-2 (Kd = 120 nM) od prostega 
antitoksina. Analiza strukture vezanega kompleksa HigBA2 na DNA (slika 1.2.3) 
omogoča razlago znižane afinitete [20]. 
 
V tetrameru HigBA2 ob vezavi DNA pride do velikih konformacijskih sprememb. 
Kot med dimeroma se zmanjša s 140° na 100°. V samem dimeru toksin-antitoksin 
pride do premika HigB2 glede na HigA2. Nastane nova polarna interakcija, 
prekine se pa en solni mostiček ter ena vodikova vez. Prav tako se spremeni 
polarno okolje okoli HigA2, ki povzroči izpostavitev dela hidrofobne notranjosti 
[20].  
Slika 1.2.3: Tetramer HigBA2 vezan na promotor phigB-2. 
Dimer dimera HigB2 (rdeče) in HigA2 (zeleno) veže promotor phigB-2 (oranžno) s podobnimi interakcijami 
kot sam HigA2, z izjemo N-konca, ki je v tem primeru vezan na HigA2.  
Struktura je bila podarjena s strani doc. dr. San Hadži. 
Slika je bila narejena s pomočjo programske opreme Chimera in Microsoft PowerPoint. 
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Interakcija z DNA poteka predvsem preko DNA-vezavne domene antitoksina. 
Toksin tvori interakcije s fosfatnim ogrodjem DNA le preko dveh aminokislinskih 
ostankov in ne prispeva močno k sami vezavi. Sam N-konec antitoksina, ki 
močno prispeva k afiniteti HigA2 do promotorja, je vezan na toksin in ne more 
tvoriti ugodnih interakcij z DNA [20]. 
Rešitev struktur posameznih komponent sistema ter in vitro raziskave so 
omogočile opredelitev modela regulacije sistema higBA2. 
 
1.3 Izražanje operona higBA2  je nadzirano z molskim 
razmerjem toksin/antitoksin 
 
Model regulacije sistema higBA2 (slika 1.3.1) predvideva negativno 
kooperativnost toksina in antitoksina. Izražanje je odvisno od njunega razmerja. 
 
Slika 1.3.1: Model regulacije sistema higBA2. 
HigA2 (zeleno) v normalnih razmerah veže promotor phigB-2 (oranžo) in prepreči izražanje operona. 
Ohranja se nizko razmerje toksin/antitoksin. Stresni pogoji sprožijo aktivnost proteaze Lon (svetlo sivo), ki 
razgradi N-konec HigA2. S tem se sprosti toksin (rdeče) in oslabi afiniteta antitoksina do promotorja, kar 
omogoči izražanje operona. V celici se razmerje toksin/antitoksin poveča in toksin veže ribosom (sivo) ter 
razgradi mRNA. Vrnitev v normalno stanje je omogočeno šele, ko se sintetizirajo nove molekule HigA2 z N-
koncem. 
Slika je bila narejena s pomočjo programske opreme Chimera in Microsoft PowerPoint ter spletnega orodja 
Biorender [21]. Prirejeno po [20]. 
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Glavno vlogo pri tem modelu ima intrinzično neurejen N-konec HigA2. Ta 
zaznava delež toksina v celici in prilagodi stanje izražanja operona s pomočjo 
dveh glavnih mehanizmov negativne kooperativnosti: 
1. Vezava HigA2 na promotor phigB-2 povzroči upogib DNA, ki onemogoča 
vezavo higBA2 v neupognjeni konformaciji. 
2. N-konec antitoksina se lahko veže izključno na DNA ali pa na toksin. 
Hkratna vezava obojega je nemogoča. Zaradi visoke afinitete do toksina 
v njegovi prisotnosti ni vezan na DNA, kar oslabi interakcijo HigA2 s 
promotorjem. 
V normalnih razmerjih se vzdržuje nizek delež toksina glede na antitoksin. 
Aktivacija poteka preko stresnih dejavnikov. Ti aktivirajo proteazo Lon, ki razgradi 
intrinzično neurejen del HigA2. zaradi znižane afinitete antitoksina do phigB-2 
brez intrinzično neurejenega N-konca se sprosti promotor in prične se 
transkripcija. Prav tako se sprosti vezan toksin [20]. 
Količina toksina se poveča, celica preide v stanje persistence. Vrnitev celice v 
začetno stanje je pogojeno s strani sinteze novih antitoksinov brez razgradnje 
njihovega N-konca. Novi antitoksini so zopet sposobni inhibicije toksina [20]. 
Opisan model je bil vzpostavljen glede na strukturne podatke in eksperimentov 
in vitro. Naš cilj je bil vzpostaviti sistem, ki bi omogočil potrditev modela in vivo.
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2 Namen dela 
 
Želeli smo vzpostaviti vektorski sistem za potrditev modela regulacije operona 
higBA2 in vivo v bakteriji Escherichia coli. V ta namen smo idejno zasnovali 
sisteme na vektorjih, kjer je reporterski protein mRFP1 pod nadzorom phigB-2. 
Sprva smo zasnovali vektorje, ki so vsebovali neaktivno mutanto toksina HigB2 
[22] in antitoksin HigA2 pod ločenimi konstitutivnimi promotorji. Nabor začetnih 
plazmidov, podarjenih od doc. dr. San Hadžija, smo želeli razširiti z molekularno 
biološkimi metodami. 
Zaradi določenih težav pri delu smo idejno spremenili vektor in zasnovali plazmid 
s toksinom pod inducibilnim arabinoznim promotorjem. Cilj uporabe tega 
promotorja je utišanje izražanja toksina v odsotnosti induktorja ter potencialnega 
gradientnega izražanja toksina, ki bi nam omogočala variacijo razmerja 
toksin/antitoksin z enim samim konstruktom. 
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3.1 Aparature in oprema 
 
Pri delu smo uporabljali naslednje aparature in material: 
• aparatura za PCR GeneAmp PCR System 2700 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
• aparatura za PCR AB Veriti 96 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• aparatura za slikanje gelov MiniBIS (DNR Bio-imaging Systems, Izrael) 
• aparatura za slikanje gelov ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, ZDA) 
• centrifuga Eppendorf 5414R (Eppendorf, Nemčija) 
• centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Nemčija) 
• filter Minisart+ velikosti por 0,2 μm (Sartorius, Nemčija) 
• inkubator BD 23 (Binder, Nemčija) 
• kadička za AGE Owl (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• magnetni mešalnik Rotamix 606MM (Domel, Slovenija) 
• PVDF-membrana (GE Healthcare, Združeno kraljestvo) 
• spektrofotometer NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• spektrofotometer UV-1600PC (VWR, Avstrija) 
• stresalnik Kambič IS-200K (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
• stresalnik (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• termoblok Mini Dry Bath Incubator (STARLAB, Nemčija) 




Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje kemikalije: 
Agar (Sigma-Aldrich, ZDA), agaroza (Sigma-Aldrich, ZDA), akrilamid (Sigma-
Aldrich, ZDA), L-arabinoza (Sigma-Aldrich, ZDA), CaCl2x2H2O (Sigma-Aldrich), 
EDTA (Thermo Fisher Scientific, ZDA), etanol (ECP, Slovenija), etidijev bromid 
(Sigma-Aldrich, ZDA), glukoza (Sigma-Aldrich, ZDA), HEPES (Sigma-Aldrich, 
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ZDA), kvasni ekstrakt (Biolife, Italija), MgSO4xH2O (Sigma-Aldrich), NaOH 
(Sigma-Aldrich, ZDA), pepton (Sigma-Aldrich, ZDA), posneto mleko v prahu 
(Pomurske mlekarne, Slovenija), Trizma (Sigma-Aldrich, ZDA). 
 
3.2.1 Pufri in raztopine 
 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali naslednje pufre in raztopine, urejene 
glede na vrsto dela. 
 
3.2.1.1 Kloniranje in AGE 
• 10-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo DreamTaq Green Buffer 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• 5-kratni reakcijski pufer za DNA-polimerazo Phusion (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 
• 10-kratni restrikcijski pufer Tango (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• 10 mM mešanica dNTP-jev (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• 10-kratni reakcijski pufer za DNA-ligazo T4 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
• 10-kratni reakcijski pufer za restrikcijsko endonukleazo BamHI 
• 10-kratni reakcijski pufer za restrikcijsko endonukleazo NdeI 
• 6-kratni nanašalni pufer za AGE (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• 1-kratni pufer TAE (40 mM Tris pH 8,3, 20 mM natrijev acetat, 1 mM 
EDTA). 
 
3.2.1.2 Analiza vzorcev s točkovnim nanosom 
• 100-odstotni metanol 
• pufer PBS pH 7,5 (150 mM NaCl, 20 mM HEPES) 
• 5-odstotno mleko (PBS, pH 7,5, posneto mleko v prahu). 
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3.2.2 Kompleti reagentov 
 
Uporabljali smo naslednje komplete reagentov za delo: 
• komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 
• komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit za izolacijo DNA iz 
agaroznega gela (Omega Bio-Tek, ZDA) 




Pri delu smo uporabljali sledeče encime: 
• DNA-ligaza T4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• DNA-polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 





Za detekcijo pri točkovnem nanosu smo uporabljali naslednja protitelesa in 
nanotelo: 
• nanotelo proti HigB2, redčeno 1:1000 (doc. dr. San Hadži) 
• zajčja poliklonska protitelesa proti 6xHis, redčena 1:1000 (antibodies-
online, Nemčija) 
• kozja protitelesa proti mišjim protitelesom, konjugirana s hrenovo 
preoksidazo (angl. »horseradish peroxidase«, HRP), redčena 1:10 000 
(antibodies-online, Nemčija). 
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3.5 Standardi velikosti DNA 
 
Pri analizi vzorcev z AGE smo na gel nanesli standard velikosti GeneRuler 1 kb 
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
3.6 Začetni oligonukleotidi 
 
Začetni oligonukleotidi uporabljeni pri delu so navedeni v tabeli 3.6.1. Naročili 
smo jih pri podjetju Sigma-Aldrich. 
 
Temperature tališča (Tm) smo ocenili z uporabo spletnega orodja Oligo Calc [23]. 
Liofilizirane oligonukleotide smo raztopili v deionizirani vodi do končne 
koncentracije 100 μM. Za uporabo pri PCR ali za določanje zaporedij DNA smo 
pripravili raztopine s koncentracijo 10 μM. Oligonukleotide smo hranili v 
zmrzovalniku pri - 20 °C. 
  
Tabela 3.6.1: Seznam uporabljenih oligonukleotidov. 
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Večina vektorjev, s katerimi smo delali, so osnovani na plazmidu pSB1A3 (iGEM, 
ZDA) Ta vektor je shematsko prikazan na sliki 3.7.1. 
 
pSB1A3 je dolg 2155 bp. Vsebuje zapis za odpornost proti ampicilinu (encim β-
laktamaza), polilinkersko mesto in bakterijski ori pMB1 (100-300 kopij plazmida 
na celico). Začetna oligonukleotida VR in VF se uporabljata za določitev 
nukleotidnega zaporedja insertov. 
Slika 3.7.1: Shematski prikaz vektorja pSB1A3. 
Plazmid vsebuje bakterijski ori (rumeno), zapis za odpornost proti antibiotiku AmpR (svetlo zeleno), mesto 
MCS in obrazilo Biokocke (modro). VR in VF (vijolično) sta začetna oligonukleotida, ki sta namenjena 
določanju zaporedja inserta. 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer. 
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V vektor pSB1A3 je bil vnesen zapis za promotor phigB-2 pred zapisom za rdeči 
fluorescenčni protein mRFP1 (λvzbujanje = 584 nm, λemisija = 607 nm) ter zapis za 
toksin in antitoksin z različnimi kombinacijami promotorjev p101/p117/pFAB100. 
Slika 3.7.2 predstavlja shematski prikaz enega izmed osnovnih vektorjev in 




Vektorji s seznama so služili kot osnova za mutagenezo in restrikcijo. 
Slika 3.7.2: Shematski prikaz prirejenega vektorja pSB1A3 higBA2. 
Plazmid vsebuje bakterijski ori (rumeno), zapis za odpornost proti antibiotiku AmpR (svetlo zeleno), zapis 
za toksin (rdeče), antitoksin (zeleno) in rdeči fluorescenčni protein mRFP1 (vijolično) z mestom za vezavo 
ribosoma RBS (sivo). Protein mRFP1 leži za zapisom promotorja phigB-2 (svetlo oranžno). 
Pred toksinom in antitoksinom je v tem primeru promotor pFAB100, na koncu vseh treh proteinskih zapisov 
inserta pa je dvojni terminator (DvojniTER). 
Na shemi je označena še hemaglutininska oznaka (HA) in mesta, kjer režejo restrikcijske endonukleaze 
BamHI, PstI ter NdeI. 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer. 
Tabela 3.7.1: Seznam imen vektorjev z različnimi kombinacijami promotorjev p117, p101 in 
pFAB100. 
B2 promotor leži pred zapisom za toksin HigB2 
A2 promotor leži pred zapisom za antitoksin HigA2 
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Poleg vektorjev na osnovi pSB1A3 smo uporabljali tudi vektor pJET (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Ta je shematsko prikazan na sliki 3.7.3. 
 
 
Vektor pJET prav tako vsebuje zapis za odpornost proti ampicilinu in polilinkersko 
mesto. Mesto replikacije je ori pMB1 (~20 kopij plazmida na celico). Vektor je 
lineariziran tako, da prekinja zapis za mutanto encima Eco47I. Encim cepi na 
prepoznavnem mestu v odsotnosti metilacije DNA. Na shemi sta zopet prikazana 
vektroja za sekvenciranje insertov (pJET1.2 forward/reverse sequencing primer). 
V tabeli 3.6.1 sta označena z pJET VF in pJET VR. 
Vektorje smo pred uporabo namnožili v kompetentnih celicah E. coli XL1Blue. 
  
Slika 3.7.3: Shematski prikaz vektorja pJET1.2/blunt. 
Vektor vsebuje bakterijski ori (rumeno), zapis za odpornost proti antibiotiku AmpR (svetlo zeleno), 
polilinkersko mesto MCS (modro) in prekinjen zapis za encim Eco47I. Poleg tega vsebuje še laktozni 
operator (temno modro) ter T7 promotor pred MCS. Označeno je mesto linearizacije, kjer reže restrikcijska 
endonuleaza EcoRV. Na shemi sta prav tako označena začetna oligonukleotida, ki se uporabljata za 
sekvenciranje insertov (vijolično). 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer. 
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Uporabljali smo bakterijo E. coli, in sicer klonirni sev XL1Blue ter ekspresijski sev 
BL21 [DE3]. Kompetentne celice so bile pripravljene po standardnem protokolu 




Gojišča, uporabljena pri laboratorijskem delu, so bila trda in tekoča gojišča LBA ( 
angl. »lysogeny broth«, 10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, dH2O 
do 1 L in 1 mL ampicilina (100 mg/mL)). 
Gojišča smo pred dodatkom antibiotika avtoklavirali. Hranili smo jih pri sobni 
temperaturi. Antibiotik se je pred uporabo hranil v založni raztopini 100 mg/mL pri 
- 20 °C. 
Priprava plošč s trdim gojiščem LBA je potekala tako, da smo 400 mL 
avtoklaviranega gojišča LB (10 g peptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 15 
g agarja, dH2O do 1 L) stalili v mikrovalovni pečici. Počakali smo, da se ohladi 
do primerne temperature za dodatek antibiotika, ki je bil v našem primeru 
ampicilin. Dodali smo ustrezno količino ampicilina (1000-kratna razredčitev 
začetne koncentracije). Še tekoče gojišče smo aseptično vlili v sterilne petrijevke 
in pustili, da se strdijo v aseptičnem okolju. Trda gojišča smo hranili pri 4 °C.
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4.1 Transformacija kompetentnih celic  
 
Pred transformacijo smo 100 μL alikvote kompetentnih celic E. coli odtaljevali na 
ledu 10 minut. Celicam smo dodali ustrezno količino vektorja za transformacijo 
glede na tabelo 4.1.1 in jih z vektorjem na ledu inkubirali 45 minut. 
 
Izvedli smo toplotni šok: celice smo inkubirali pri 42 °C v termobloku za 45 sekund 
in jih nato vrnili na led za 1 minuto. Sledil je aseptičen dodatek 900 μL gojišča LB. 
Celice smo v gojišču inkubirali 45 minut pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-200K. 
Po inkubaciji smo jih centrifugirali 3 minute pri 3000 g v centrifugi Eppendorf 
5424. 
Odstranili smo 800 μL supernatanta in celice resuspendirali v preostalih 200 μL. 
Suspenzijo smo aseptično nanesli na trdo gojišče LBA in inkubirali preko noči pri 
37 °C v inkubatorju BD 23. Gojene bakterije na ploščah smo shranjevali pri 4 °C. 
Za namnožitev plazmidov smo pripravili prekonočne kulture tako, da smo prenesli 
po eno kolonijo s plošče LBA v 6 mL tekočega medija LBA in inkubirali preko noči 
pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-200K. 
 
4.2 PCR na osnovi ene kolonije 
 
Z metodo PCR na osnovi ene kolonije smo preverjali ustreznost transformiranih 
bakterijskih kolonij glede na dolžino produkta PCR z ustreznimi oligonukleotidi. 
Pripravili smo reakcijsko mešanico za več poskusov po tabeli 4.2.1. 
  
Tabela 4.1.1: Volumenski dodatek vektorja k kompetentnim celicam E. coli glede na namen. 
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Mešanico smo razdelili v alikvote 20 μL in v posamezen alikvot prenesli po eno 
kolonijo s plošče transformiranih celic. To kolonijo smo prenesli tudi na označeno 
mesto na sveži plošči s trdim gojiščem LBA. Izvedli smo reakcijo PCR po 
programu v tabeli 4.2.2. 
 
Pripravili smo 1-odstoten agarozni gel tako, da smo raztopili 1 g agaroze v 100 
mL 1x pufra TAE (40 mM Tris pH 8,3, 20 mM natrijev acetat, 1 mM EDTA). V 
namen označevanja DNA smo dodali 3 μL EtBr. Pufer Green Buffer že vsebuje 
barvilo za nanos na agarozni gel in ga ni potrebno dodajati vzorcem pred 
nanosom. 
Po reakciji PCR smo nanesli celoten alikvot na gel in izvedli agarozno gelsko 
elektroforezo (AGE). Pri vsaki AGE smo uporabili 7-10 μL standarda velikosti 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder. 
DNA smo zaznali s sevanjem UV-svetlobe v aparaturi za slikanje gelov MiniBIS. 
Za vizualizacijo smo uporabljali program GelQuant. Glede na dolžine 
pomnoženih fragmentov smo določili ustreznost vektorjev. 
  
Tabela 4.2.1: Reakcijska mešanica za PCR na osnovi ene kolonije. 
Oznaka x predstavlja število kolonij, ki smo jih preverjali s PCR na osnovi ene kolonije. 
Tabela 4.2.2: Temperaturni program PCR za PCR na osnovi ene kolonije. 
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4.3 Izolacija vektorjev in določanje njihovih zaporedij 
 
Vektorje smo iz prekonočnih kultur izolirali s kitom GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit. Po izolaciji smo ocenili čistost in izmerili koncentracijo DNA na 
spektrofotometru NanoDrop 2000c. V primeru uspešne izolacije smo izoliran 
plazmid hranili pri - 20 °C. 
Vektorjem smo določali zaporedje tako, da smo pripravili mešanico, kot je 
prikazana v tabeli 4.3.1, ter to poslali podjetju GATC Biotech Sequencing 
(Nemčija). 
 
Končna koncentracija vektorja za uspešno določanje zaporedja v mešanici 
(tabela 4.3.1) bi naj bila nekje od 50 do 100 ng/μL. Volumen dodanega vektorja 
smo temu primerno prilagodili, ko je bilo to potrebno. Določeno zaporedje smo 
prejeli elektronsko in ga ovrednotili s pomočjo znanih zaporedij v programu 
SnapGene in spletnega orodja Blastn [24]. 
 
4.4 Priprava vektorjev brez zapisa za antitoksin 
 
4.4.1 Rezanje vektorja z ustreznimi restrikcijskimi endonukleazami 
 
Vektorje H21, H23 in H31 smo rezali z restrikcijskimi endonukleazami PstI in 
BamHI. Tabela 4.4.1 predstavlja restrikcijsko mešanico. 
 
Tabela 4.3.1: Mešanica za sekvenciranje vektorja. 
Tabela 4.4.1: Restrikcijska mešanica za rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami PstI in BamHI. 
Vzpostavitev sistema za spremljanje  Zala Živič 
regulacije izražanja toksin-antitoksin modulov in vivo Metode 
 22   
 
Restrikcijsko mešanico smo inkubirali za 2-3 h pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-
200K. Nato smo dodali 6-kratni nanašalni pufer za AGE tako, da je bila končna 
koncentracija 1x, in izvedli AGE, kjer smo ločili izrezan antitoksin od preostalega 
vektorja. 
 
4.4.2 Izolacija plazmidov iz gela in ligacija rezanega plazmida 
 
Po nanosu vzorcev na 1-odstotni agarozni gel smo izvajali ločitev 45 min. 
Fragmente ustreznih velikosti smo izolirali z reagenti kompleta E.Z.N.A. Gel 
Extraction Kit za izolacijo DNA iz agaroznega gela. 
Izoliranim fragmentom smo dodali 1,5 μL 10-kratnega reakcijskiskega pufra za 
DNA-ligazo T4 in 1 μL DNA-ligaze T4. Ligacijsko mešanico smo inkubirali preko 
noči pri 16 °C v termobloku Thermomixer 5463 in z njo transformirali kompetentne 
celice E. coli XL1Blue. 
Izvedli smo PCR na osnovi ene kolonije. Ustrezne kolonije smo namnožili v 6 mL 
LBA preko noči pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-200K. Nato smo izolirali plazmid 
in pripravili mešanico za določanje zaporedja (4.3.1) ter jo poslali podjetju GATC 
Biotech Sequencing (Nemčija). 
 
4.5 Priprava plazmida p117A2/p101B2 
 
4.5.1 Mutageneza vektorja H23 z metodo PCR in rezanje matrice z 
encimom DpnI 
 
Pripravili smo mešanico PCR, prikazano v tabeli 4.5.1, in izvedli reakcijo PCR po 
programu v tabeli 4.5.2. 
 
Tabela 4.5.1: Reakcijska mešanica za mutagenezo s PCR. 
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Po končani reakciji PCR smo mešanici dodali 2 μL pufra Tango in 0,5 μL encima 
DpnI ter inkubirali preko noči pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-200K. Encim DpnI 
je nukleaza, ki cepi le metilirano DNA [25]. Matrična DNA je metilirana, medtem 
ko DNA, ki jo dobimo z reakcijo DNA ni metilirana. Po razgradnji z encimom DpnI 
nam naj bi ostal le naš produkt PCR z željeno mutacijo. 
Encim DpnI smo inaktivirali z inkubacijo pri 80 °C v termobloku za 20 minut. S to 
mešanico smo nato transformirali kompetentne celice E. coli XL1Blue. Kolonije 
bakterij smo namnožili v 6 mL LBA preko noči pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-
200K in nato izolirali plazmid s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit. Za določitev zaporedja smo pripravili mešanico (tabela 4.3.1) in jo poslali 
podjetju GATC Biotech Sequencing (Nemčija). 
 
4.6 Priprava plazmida p101A2/pBADB2 
 
4.6.1 Lastnosti promotorja pBAD 
 
Gradientna sinteza proteinov opisuje sisteme inducibilnih promotorjev, v katerih 
dodatki različne koncentracije induktorja sprožijo različno raven izražanja. Zelo 
pogost problem teh sistemov je pojav »vse ali nič«, kjer pride do nastanka 
subpopulacij celic, ki so popolnoma inducirane, medtem ko ostale celice niso. To 
onemogoči gradientno sintezo proteina na celični ravni [26].  
Gradientna indukcija na celični ravni zahteva poseben pristop. Mnogo teh 
pristopov je že opisanih [27]. V našem primeru smo se osredotočili na arabinozni 
promotor pBAD in gradientno indukcijo izražanja na celični ravni s pomočjo 
uporabe mešanega medija [28]. 
  
Tabela 4.5.2: Temperturni program PCR za mutagenezo. 
Število ciklov je manjše. S tem zmanjšamo možnost nastanka neželenih mutacij. 
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Arabinozni promotor je negativen inducibilen promotor: v odsotnosti induktorja je 
na promotor vezan regulatorni protein (AraC), ki zavira izražanje gena. V 
prisotnosti induktorja se vezava proteina na DNA spremeni in prične se izražanje 
gena [29]. 
Regulacija pBAD je shematsko prikazana na sliki 4.6.1. 
Slika 4.6.1: Shematski prikaz regulacije operona pBAD. 
A Sestava regulacijske enote arabinoznega promotorja. O2, I1 in I2 vežejo po eno domeno 
AraC (vijolično). O1 pomaga pri vezavi RNA polimeraze na pC (svetlo vijolično). CRPBS (svetlo 
rumeno) predstavlja vezavno mesto za CRP (temno rumeno). pC je promotor pred zapisom za 
AraC. pBAD (oranžno) je promotor pod nadzorom AraC. 
B Sistem pBAD v odsotnosti L-arabinoze (ara -). Dimer AraC je vezan na O2 in I1. Zaradi 
nastanka zavoja DNA se prepreči vezava CRP ter DNA polimeraze. Sinteza proteinskih produktov 
je zavirana (rdeče). 
C Sistem pBAD v prisotnosti L-arabinoze (ara +). L-arabinoza se veže na AraC, ta dimerizira 
in veže I1 ter I2. DNA ni več v obliki zavoja. CRP se lahko veže na CRPBS. Transkripcija je 
omogočena (zeleno). 
Shema je bila narejena s pomočjo uporabe programske opreme Microsoft PowerPoint in spletnega orodja 
Biorender [21]. Prirejeno po [30, 31]. 
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Regulacijska enota pBAD (slika 4.6.1A) je sestavljena iz promotorskega 
zaporedja pBAD z operatorji pred katerim v obratni smeri leži zapis za protein 
AraC z lastnim promotorjem pC. Mesti I1 in I2 sta polovična operatorja promotorja 
pBAD. Na posamezno mesto I1 ali I2 se lahko veže le ena podenota proteina AraC 
[30]. 
Promotor pC vsebuje operator O1, ki veže RNA polimerazo. Mesto O2 pa je prav 
tako polovičen operator. Veže le eno podenoto AraC. Med mesti O1 in I1 leži še 
mesto za vezavo receptorskega proteina za cAMP (angl. »cAMP receptor 
protein«, CRP) [30, 31]. 
V odsotnosti arabinoze (slika 4.6.1B) se po ena molekula AraC veže na mesti O2 
ter I1 s svojimi DNA-vezavnimi domenami. Ta dva proteina nato dimerizirata. 
Dimerizacija povzroči nastanek zavoja DNA, ki prepreči vezavo CRP in RNA 
polimeraze. S tem se zavira izražanje genov pod nadzorom pBAD in pC [30]. 
Kadar je prisotna visoka koncentracija arabinoze in nizka koncentracija glukoze, 
pride do aktivacije arabinoznega promotorja (slika 4.6.1C) [32]. Vezava 
arabinoze na AraC spremeni njegovo vezavo na DNA. Poteka po mehanizmu 
stikala [30]. 
AraC z vezano arabinozo dimerizira in veže DNA na mestih I1 ter I2. S tem izgine 
DNA zavoj in se olajša vezava RNA polimeraze na pBAD. Poleg tega je 
omogočena vezava CRP na CRP vezavno mesto ter RNA polimeraze na O1 in 
pC [30]. 
Promotor pBAD smo izbrali zaradi dobro poznanega mehanizma delovanja, nizke 
ravni puščanja promotorja in potencial gradientne indukcije izražanja s 
prilagajanjem medija. V ta namen smo zasnovali in pridobili plazmid s toksinom 
pod nadzorom arabinoznega promotorja. 
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4.6.2 Priprava fragmenta pBADB2 s previsi 
 
Izvedli smo tri reakcije PCR. Prvo smo namnožili promotor pBAD z vektorja pJET 
z oligonukleotidi AraC_F in pBAD_R. Hkrati smo namnožili tudi toksin z vektorja 
H23 z oligonukleotidi tox_F in ter_R. Reakcijska mešanica za PCR je prikazana 
v tabeli 4.6.1 in program PCR je prikazan v tabeli 4.6.2. 
 
 
Oligonukleotidi so bili zasnovani s previsi na 5'-koncih. Dobljen produkt PCR po 
namnožitvi pBAD je na 5'-koncu vseboval novo restrikcijsko mesto za encim NdeI 
in na 3'-koncu nekaj zaporedja mesta za vezavo ribosoma (RBS, angl. »ribosome 
binding site«). To mesto se je prekrivalo s 5'-koncem namnoženega toksina, ki je 
na 3'-koncu tudi vseboval restrikcijsko mesto za NdeI. 
Po reakciji s PCR smo ločili matrico od produkta z AGE v 1-odstotnem 
agaroznem gelu. Iz gela smo z reagenti kompleta E.Z.N.A. Gel Extraction Kit za 
izolacijo DNA iz agaroznega gela izolirali fragmente ustreznih velikosti in izvedli 
tretjo reakcijo PCR.  
Reakcijska mešanica za PCR je prikazana v tabeli 4.6.1 in program PCR je 
prikazan v tabeli 4.6.2. Tokrat sta bila uporabljena začetna oligonukleotida 
AraC_F in ter_R. 
Tabela 4.6.1: Reakcijska mešanica za PCR kratkih fragmentov. 
Tabela 4.6.2: Temperaturni program PCR za pomnoževanje kratkih fragmentov. 
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Produkt reakcije PCR smo z AGE ločili na 1-odstotnem agaroznem gelu. 
Fragment ustrezne velikosti smo izolirali z reagenti kompleta E.Z.N.A. Gel 
Extraction Kit za izolacijo DNA iz agaroznega gela in ga vnesli v lineariziran 
plazmid pJET preko topih koncev. To smo storili z inkubacijo reakcijske 
mešanice, prikazane v tabeli 4.6.3, za 30 minut pri sobni temperaturi (~22 °C). 
 
Nato smo z mešanico transformirali kompetentne celice E. coli XL1Blue. 
 
4.6.3  Vstavljanje pBADB2 v H23 
 
Vektor pJET z vstavljenim insertom pBADB2 in vektor H23 smo rezali z encimom 
NdeI. Reakcijsko mešanico, prikazano v tabeli 4.6.4, smo inkubirali 3 h pri 37 °C 
v stresalniku Kambič IS-200K. 
 
Po reakciji restrikcije smo z AGE ločili rezano DNA in izolirali ustrezno velike 
fragmente z reagenti kompleta E.Z.N.A. Gel Extraction Kit za izolacijo DNA iz 
agaroznega gela. Reakcijo ligacije smo izvedli po tabeli 4.6.5 preko noči pri 16 
°C v termobloku Thermomixer 5463. 
Tabela 4.6.3: Reakcijska mešanica za ligacijo inserta v lineariziran vektor pJET. 
Tabela 4.6.4: Reakcijska mešanica za rezanje DNA z restrikcijsko endonukleazo NdeI. 
Tabela 4.6.5: Ligacijska mešanica. 
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Ligacijsko mešanico smo nato transformirali v kompetentne celice E. coli 
XL1Blue. Izvedli smo PCR na osnovi ene kolonije za določitev kultur z ustreznim 
plazmidom. Te smo nato namnožili v 6 mL LBA preko noči pri 37 °C v stresalniku 
Kambič IS-200K. Po izolaciji z reagenti kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit, 
smo v namen določitve zaporedja pripravili mešanico (tabela 3.4.1) in jo poslali 
podjetju GATC Biotech Sequencing (Nemčija). 
 
4.7 Izražanje HigB2 pod arabinoznim promotorjem s klasično 
indukcijo 
 
Vektor p101A2/pBADB2 smo transformirali v celice E. coli BL21 [DE3]. Po 
transformaciji smo prenesli ustrezno kolonijo v 6 mL LBA ter jo preko noči gojili 
pri 37 °C v stresalniku Kambič IS-200K. 
Naslednji dan smo prenesli ustrezno količino (~2 mL) prekonočne kulture v 100 
mL LBA do OD600 ~ 0,06. Celice smo stresali pri 37 °C. 
Spremljali smo rast celic z merjenjem OD600 in pri vrednosti OD600 med 0,5 in 0,6 
dodali 5 mL 20 % L-arabinoze (filtrirane skozi 0,2 μm filter). Končna koncentracija 
L-arabinoze je bila ~1 %. Odvzemali smo po 2 mL vzorca ob času tik pred 
indukcijo ter 1, 2 in 3 h po indukciji. 
Poleg induciranih celic smo vzporedno spremljali še neinducirane celice. 
Neinduciranim celicam nismo dodali L-arabinozo in smo jim odvzeli vzorce po 2 
mL tik pred indukcijo in 2 mL po 3 h. Ves čas smo spremljali tudi OD600. 
Za analizo vzorcev smo te centrifugirali 3 min pri 3000 g in odstranili supernatant. 
Celice smo resuspendirali v destilirani vodi, katere volumen smo preračunali iz 
OD600 (enačba 4.7.1). 
 
𝑉 = 𝑂𝐷600 × 100 𝜇𝐿         (4.7.1) 
 
Celice smo sonificirali 3x po 30 s v hladni sobi in hranili pri - 20 °C. 
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4.8 Zaznavanje HigB2 s točkovnim nanosom 
 
HigB2 smo zaznavali z metodo točkovnega nanosa. V ta namen smo uporabili 
membrano PVDF, ki smo jo pred uporabo aktivirali z 10 sekundno inkubacijo v 
100-odstotnem metanolu. Membrano smo nato sprali v pufru PBS in počakali, da 
se posuši do te mere, da smo lahko nanesli vzorce. 
Nanašali smo po 7 μL vzorcev, pridobljenih pri postopku 4.7. Poleg tega smo 
nanesli tudi 7 μL izoliranega proteina HigB2, ki ga je podaril doc. dr. San Hadži. 
Le-ta je služil kot pozitivna kontrola. 
Nanešene vzorce smo posušili na zraku in membrano nato blokirali v 5-
odstotnem mleku za 30 min pri sobni temperaturi. Sledilo je spiranje s PBS (2-
krat po 5 min) in nato inkubacija z nanotelesom (redčeno 1:1000) v 2-odstotnem 
mleku 40 min pri sobni temperaturi. 
Po inkubaciji z nanotelesom smo ponovili spiranje s PBS (3-krat po 5 min) in 
prenesli membrano v raztopino s primarnim protitelesom proti 6xHis (redčeno 
1:1000) v 2-odstotnem mleku. Inkubirali smo membrano 1 h pri sobni temperaturi 
in zopet spirali s PBS (3-krat po 5 min). 
Sledila je še zadnja inkubacija s protitelesi, tokrat sekundarnimi protitelesi s 
konjugiranim HRP (redčeno 1:10000) v 2-odstotnem mleku za 1 h pri sobni 
temperaturi. Po zadnjem spiranju s PBS (3-krat po 5 min) smo razvijali membrano 
z uporabo kompleta reagentov Clarity Western ECL Substrate. 
Po enakomernem dodatku reagentov na membrano smo pustili reakcijo potekati 
5 min preden smo nežno odstranili reagente in slikali membrano v aparaturi 
ChemiDoc MP. 
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5.1 Priprava vektorjev brez zapisa za antitoksin HigA2 
 
Restrikcijski endonukleazi BamHI in PstI režeta vektor na enem mestu. BamHI 
reže vektor pred zapisom za antitoksin HigA2, PstI pa po zapisu za antitoksin 
(slika 5.1.1). 
Glede na mesta restrikcije encimov, naj bi po rezanju H23 in H21 z BamHI in PstI 
nastala dva fragmenta DNA velikosti 537 bp ter 3577 bp. Restrikcija H31 zaradi 
prisotnosti promotorja pFAB100 (12 bp daljši od p101 in p117) pred toksinom da 
fragmente velikosti 537 bp in 3589 bp. Slika 5.1.2 prikazuje primer gela po 
restrikciji vektorjev H23 in H31. 
Slika 5.1.1: Mesto rezanja restrikcijskih endonukleaz BamHI in PstI na vektorju H23. 
BamHI reže pred antitoksinom HigA2 (zeleno) in njegovim promotorjem p101. PstI reže po terminatorju 
(Dvojni TER) antitoksina HigA2. 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer. 
 
Slika 5.1.2: Gel AGE po restrikciji vektorjev H23 in H31 z encimoma BamHI in PstI. 
S označuje standard velikosti. 
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Po rezanju smo dobili dva fragmenta DNA velikosti ~3500 bp in ~500 bp, kar 
ustreza pričakovanim velikostim rezanega vektorja in izrezanega antitoksina. Iz 
gela smo izolirali zgornji fragment (vektor brez antitoksina) in izvedli ligacijo ter 
transformacijo v kompetentne celice E. coli. 
Celice smo preko noči gojili na trdih ploščah LBA ter dobili določeno število 
kolonij, s katerimi smo izvedli PCR na osnovi ene kolonije. Začetna 
oligonukleotida, ki sta bila uporabljena v ta namen sta VR in VF. Slika 5.1.3 
prikazuje mesto vezave oligonukleotidov na vektor H23 ter pričakovane dolžine 
produktov PCR. 
 
Slika 5.1.3: Vektor H23 ter produkt PCR po pomnoževanju z začetnima oligonukleotidoma VF in VR 
(vijoličen zapis). 
Produkt kolonij z nerezanim vektorjem je dolg 2270 bp. Pri uspešnem rezanju z restrikcijskima 
endonukleazama BamHI ter PstI (krepko) pričakujemo za 537 bp krajši produkt PCR, torej 1733 bp. 
Plazmid vsebuje zapis za bakterijski ori (rumeno), odpornost na ampicilin (svetlo modro), HigA2 (zeleno), 
HigB2 (rdeče), mRFP1 (vijolično) mesto vezave ribosoma (sivo), dvojni terminator (Dvojni TER) ter promotor 
p101. 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer in Microsoft PowerPoint. 
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Kolonije z nerezanim plazmidom bi naj pri reakciji PCR na osnovi ene kolonije 
dale fragment velikosti 2270 bp, tiste z rezanim plazmidom pa fragment velikosti 
1733 bp. Izvedli smo več poskusov restrikcije in PCR na osnovi ene kolonije. 
Primer rezultatov PCR na osnovi ene kolonije je prikazan na sliki 5.1.4. 
 
Fragmenti ustrezne velikosti so na sliki 5.1.4 označeni z rdečo puščico. Po 
določevanju zaporedja smo ugotovili, da kolonija 1 (rezan H21) da ustrezen 
produkt. Dobili smo vektor H21 brez antitoksina. Drugih uspešnih restrikcij tudi 
po več poskusih ni bilo. 
  
Slika 5.1.4: Gel AGE PCR na osnovi ene kolonije po restrikciji vektorjev H21, H23 te H31. 
Z rdečo puščico so označeni produkti PCR ustrezne velikosti. Z oranžno puščico so označene kolonije, 
katerim smo namnožili plazmid, ga izolirali in ga poslali sekvencirat.  
H21, H23 ter H31 označujejo kontrolne reakcije PCR z oligonukleotidoma VF in VR na nerezanih plazmidih. 
H21 (1-3,10-12) je dal tri produkte PCR ustreznih velikosti (1,3,10). H23 (4-6, 13-15) je dal en produkt PCR 
ustrezne velikosti (5). H31 (7-9, 16-18) ni dal produktov ustreznih velikosti. 
S označuje standard velikosti. 
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Iz poskusa PCR na osnovi ene kolonije je bila razvidna nizka uspešnost 
eksperimenta. Presenetljivo je, da je pogosto produkt reakcije PCR velik ~1000 
bp. Ob neuspešni restrikciji smo pričakovali fragment ~2000 bp, ob uspešni pa 
~1700 bp. Pogosta prisotnost fragmentov ~1000 bp ni bila pričakovana. 
Po določanju zaporedij vektorjev, ki so ustrezali kolonijam s produktom PCR 
~1000 bp, se je izkazalo, da tem vektorjem manjka zapis za toksin ali pa zapisa 
ni bilo mogoče določiti. 
Neuspešnost določanja zaporedja se je pojavila tudi pri ostalih kolonijah s 
fragmentom ustrezne velikosti (~1700 bp). Predvidevamo, da je v tem primeru v 
koloniji prisotna mešana sestava vektorjev. 
Geli AGE so po restrikciji pokazali prisotnost fragmentov željenih velikosti in 
ponovna analiza osnovni vektorjev je pokazala, da uporabljene restrikcijske 
endonukleaze ne režejo izven željenih mest. Razlog v pomanjkanju toksina in 
nastanku mešanih kolonij najverjetneje leži drugje. 
Sklepali smo, da kljub uporabi neaktivne mutante toksina ta še vedno povzroča 
težave pri sintezi proteinov zaradi svoje vezave na ribosom. Torej, kljub temu da 
ne cepi mRNA, lahko morda še vedno prepreči ali pa upočasni translacijo. 
To lahko vodi k temu, da so celice nagnjene k rasti in delitvi le v odsotnosti 
toksina, zaradi česar se lahko njegov zapis izgublja s plazmida. 
Prav tako je lahko težava tudi neujemanje lepljivih koncev po restrikciji z BamHI 
ter PstI. V ta namen smo uporabili encim, ki tvori tope konce, vendar to ni 
spremenilo rezultatov. 
Sočasno z restrikcijo vektorjev H21, H23 ter H31 smo izvajali mutagenezo, kjer 
smo želeli pridobiti plazmid p117A2/p101B2 (p117 pred HigA2, p101 pred 
HigB2). 
 
5.2 Priprava plazmida p117A2/p101B2 
 
Mutageneza osnovnega plazmida H23 je potekala z uporabi začetnih 
oligonukleotidov 153G (T153G_F in T153G_R) ter 178G (T174G_A178G_F in 
T174G_A178G_R). Slika 5.2.1 prikazuje mesto točkovnih mutacij. 
Slika 5.2.1: Zaporedji promotorjev p117 in p101 ter točkovne mutacije setov začetnih 
oligonukleotidov 153G in 178G. 
153G vsebuje zapis za točkovno mutacijo T v G, 178 vsebuje točkovno mutacijo T v G ter A v G. 
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S setom 178G smo želeli uvesti dve točkovni mutaciji, s setom 153G pa eno. 
Pomnoževali smo celoten plazmid. Po mutagenezi smo razgradili matrično DNA 
z encimom DpnI ter izvedli transformacijo. Transformacija pogosto ni bila 
uspešna. 
V primerih uspešne transformacije smo dobili majhno število kolonij, ki smo jim 
namnožili plazmid, ga izolirali in poslali sekvencirat. Rezultati analize zaporedij 
so bili podobni rezultatom pri rezanju plazmidov. 
Zaporedja so izgubila zapis za toksin ali pa so bila nedoločljiva. Nekajkrat smo 
dobili vektor ustrezne velikosti, vendar brez mutacije. Težava bi lahko bila v 
oligonukleotidih in temperaturnem programu PCR. Variacije pogojev niso 
spremenile rezultatov. 
V tem primeru smo želeli izvesti mutacijo promotorja p101 v p117 pred 
antitoksinom, torej smo mutirali iz močnejšega v šibkejši promotor. To pomeni 
manjše izražanje antitoksina, ki nasprotuje vezavi toksina na ribosom. Zopet smo 
pomislili na morebitno toksičnost toksina kljub njegovi neaktivnosti. 
Obrnili smo se na alternativni sistem zasnove plazmida, kjer smo zapis za toksin 
postavili pod nadzor inducibilnega arabinoznega promotorja, antitoksin pa je ostal 
pod nadzorom konstitutivnega promotorja p101 (p101A2/pBADB2).  
 
5.3 Priprava plazmida z inducibilnim arabinoznim promotorjem 
(p101A2/pBADB2) 
 
Zasnova priprave plazmida p101A2/pBADB2 je shematsko prikazana na sliki 
5.3.1.  
Osnovna ideja je bila restrikcija vektorja H23 z restrikcijsko endonukleazo NdeI 
ter ligacija toksina z arabinoznim promotorjem v rezan vektor. V ta namen smo 
zasnovali začetne oligonukleotide, s katerimi smo namnožili ustrezne dele 
vektorjev (pBAD, HigB2). 
Z vektorja pJET z arabinoznim promotorjem pBAD smo pomnožili promotor z 
uvedbo ustreznih previsnih koncev na 5' in 3' koncih (slika 5.3.1A). 5'-konec je 
vseboval dodatno zaporedje, ki je zapisovalo za restrikcijsko mesto encima NdeI, 
3'-konec pa se je prekrival z delom zaporedja RBS pred zapisom za toksin. 
Hkrati smo izvedli ločeno reakcijo PCR, s katero smo namnožili zapis za toksin 
HigB2 na vektorju H23, prav tako z ustreznimi previsnimi konci (slika 5.3.1B). 5'-
konec je vseboval nekaj zaporedja, ki se je prekrivalo s 3'-koncem zaporedja 
pBAD, 3'-konec pa ni vseboval previsa, je pa vključeval zaporedje za rezanje z 
NdeI. 
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Slika 5.3.1: Zasnova priprave pazmida p101A2/pBADB2. 
A Vekor pJET z zapisom za arabinozni promotor pBAD pomnožimo z začetnima 
oligonukleotidoma AraC_F in pBAD_R, ki mu dodata ustrezne previsne konce na 5' in 3' 
koncih. 
B Vektor H23 pomnožimo z začetnima oligonukleotidoma tox_F in ter_r, ki mu dodata 
ustrezne previsne konce na 5' in 3' koncih. 
C Fragmenta pridobljena iz poskusov A in B združimo ter namnožimo končni fragment z 
zunanjima oligonukleotidoma AraC_F in ter_R. 
Shema je bila narejena s pomočjo programske opreme SnapGeneViewer in Microsoft PowerPoint. 
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Slika 5.3.2 prikazuje gele AGE po prvi stopnji pomnoževanja fragmentov z 
vektorjev pJET in H23. 
 
Glede na zasnovo poskusa smo pri pomnoževanju toksina HigB2 pričakovali 
fragment velikosti 539 bp in pri pomnoževanju pBAD fragment velikosti 1292 bp. 
Pri prvem poskusu (slika 5.3.2A) pri pomnoževanju HigB2 dobili eno liso ustrezne 
velikosti ~500 bp in drugo liso pod 250 bp, ki najverjetneje nakazuje nespecifične 
produkte. Reakcija PCR na pJET z arabinoznim promotorjem ni dala ustrezne 
lise.  
Poskus smo ponovili s pJET pri dveh različnih temperaturah Tm. Temperatura 60 
°C je dala produkt PCR ustrezne velikosti nekje med 1000 in 1500 bp. 
Pomnožena fragmenta s previsnimi konci smo izolirali iz gela in izvedli tretjo 
reakcijo PCR, s katero smo namnožili končni fragment (slika 5.3.1C). Rezultati te 
reakcije so prikazani na sliki 5.3.3. 
 
 
Slika 5.3.2: Gel AGE po pomnoževanju vektorja H23 z tox_F in ter_R ter vektorja pJET (s pBAD) z 
AraC_F in pBAD_R. 
A Gel po prvi reakciji PCR z ustreznimi oligonukleotidi. Pomnoževanje vektorja H23 je dalo 
dva fragmenta. Pomnoževanje vektorja pJET pBAD daje en jasen fragment. 
B Gel po drugi reakciji pomnoževanja pJET pBAD pri dveh različnih temperaturah Tm. 
Z rdečo puščico so označene lise ustrezne velikosti, ki so bile izolirane iz DNA za nadaljne delo. 
S označuje standard velikosti. 
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Glede na zasnovo reakcije, smo pričakovali fragment velikosti 1831 bp. Produkt 
reakcije je široka lisa med 1500 bp in 2000 bp. To je najverjetneje posledica 
prisotnosti različno dolgih fragmentov, ki smo jih izolirali iz gelov na sliki 5.3.2. Že 
tam so bili prisotni produkti rahlo različnih dolžin, katerih prisotnost se pri 
nadaljnjih reakcijah PCR le poveča.  
Kljub široki lisi smo izolirali DNA iz gela med 1500 in 2000 bp ter ta fragment 
vstavili v lineariziran vektor pJET s topimi konci. Po transformaciji smo izolirali 
vektor z vključkom in mu določili zaporedje, ki se je ujemalo z željenim 
zaporedjem. Nastali vektor smo imenovali pJET pBADB2. Sledila je restrikcija 
tega vektorja ter H23 z encimom NdeI. Slika 5.3.4 prikazuje gel AGE produktov. 
Slika 5.3.3: Gel AGE po pomnoževanju izoliranih fragmentov DNA (HigB2, pBAD s previsi) z 
začetnima oligonukleotidoma AraC_F in ter_R. 
S označuje standard velikosti. 
Slika 5.3.4: Gel AGE po restrikciji vektorjev pJET BADB2 in H23 z encimom NdeI. 
Z rdečo puščico so označeni fragmenti ustrezne velikosti. 
S označuje standard velikosti. 
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Restrikcija H23 z NdeI naj dala fragment 537 bp (HigB2) in 3577 bp (H23 brez 
toksina). Restrikcija pJET pBADB2 pa naj bi dala fragment 1779 bp (pBADB2) in 
2974 bp (pJET brez vključka). 
H23 po restrikciji da eno liso pri ~3500 bp in eno liso pod ~750 bp. pJET pBADB2 
da tri lise (~3000 bp, 1500-2000 bp in ~750 bp). Lise so ustrezne pričakovanim, 
razen najnižje lise pri rezanju pJET, ki je lahko posledica nespecifične cepitve ali 
pa kontaminacije. 
Iz gela smo izolirali ustrezne fragmente (rdeča puščica) ter ponovno izvedli 
ligacijo in transformacijo v kompetentne celice E. coli. PCR na osnovi ene kolonije 
transformiranih celic z začetnima oligonukleotidoma B3 in VR bi moral kot produkt 
namnožiti DNA velikosti 2708 bp v primeru prisotnosti ustreznega plazmida. 
Prvi poskus je dal neuspešne rezultate brez fragmenta ustrezne velikosti, zato 
smo ponovili ligacijo z večjim presežkom inserta. Rezultati AGE po reakciji PCR 
s to transformanto so prikazani na sliki 5.3.5. 
  
Slika 5.3.5: Gel AGE po reakciji PCR na osnovi ene kolonije s celicami, ki smo jih transformirali z 
ligacijsko mešanico rezanega H23 in fragmenta HigB2 z arabinoznim promotorjem. 
H23 označuje reakcijo z nerezanim plazmidom, številke 1-10 so različne kolonije. 
- prikazuje negativno kontrolo brez dodane matrice. 
Oranžna puščica označuje kolonijo, katere plazmid smo izolirali in mu določili zaporedje. 
S označuje standard velikosti. 
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Rezultati PCR na osnovi ene kolonije nakazujejo na nizko uspešnost poskusa. 
Nerezan plazmid daje pričakovano liso pri ~1500 bp. Rezan plazmid je nagnjen 
k zapiranju brez sprejemanja inserta (pBAD pred HigB2), kar po reakciji PCR na 
osnovi ene kolonije vidimo z lisami pri ~1000 bp. Kljub temu je ena izmed kolonij 
(1) dala produkt ustrezne velikosti. 
Določili smo zaporedje vsebovanega plazmida, ki se ujema z željenim. Uspešno 
smo pridobili vektor z zapisom toksina pod inducibilnim promotorjem pBAD in 
zapisom antitoksina pod konstitutivnim promotorjem p101. 
Naslednji korak je bilo preverjanje delovanja promotorja pBAD v gojišču LBA s 
klasično indukcijo z L-arabinozo. 
 
5.4 Izražanje HigB2 pod arabinoznim promotorjem s klasično 
indukcijo in rezultati točkovnega nanosa 
 
Tabela 5.4.1 in slika 5.4.1 prikazujeta vrednosti OD600 celic BL21[DE3] z 
vektorjem p101A2/pBADB2 v 100 mL LBA. 
 
Tabela 5.4.1: Merjena optična gostota celic BL21[DE3] z vektorjem p101A2/pBADB2 pri λ= 600 nm. 
ti čas dodatka 5 mL 20-odstotne L-arabinoze 
i dodatek 5 mL 20-odstotne L-arabinoze. 
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Sive vrednosti na grafu prikazujejo rast celic BL21[DE3] z vektorjem 
p101A2/pBADB2, katerim smo dodali L-arabinozo. Črne vrednosti pa 
predstavljajo enake celice z enakim vektorjem brez dodatka L-arabinoze 
(neinducirane celice). 
Vrednosti merjenja OD600 nad 1 niso zanesljive (pride do velikih nihanj). Kljub 
temu lahko do neke mere sklepamo, da neinducirane celice bolje rastejo od 
induciranih. Ti podatki podpirajo idejo o zaviranju rasti bakterij zaradi prisotnosti 
toksina HigB2 kljub njegovi neaktivnosti. Zavor rasti je sicer lahko tudi samo 
posledica večjega energetskega bremena celic zaradi proizvodnje proteina 
HigB2. 
Sledila je izvedba točkovnega nanosa za zaznavanje prisotnosti HigB2. Slika 
5.4.2 prikazuje rezultate po razvijanju membrane. 
Slika 5.4.1: Merjena optična gostota celic BL21[DE3] z vektorjem p101A2/pBADB2 pri λ= 600 nm. 
Legenda: 
• neinducirane celice 
• inducirane celice 
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Na membrano smo v prvo vrstico nanesli po 7 μL vzorcev odvzetih tik pred 
indukcijo ter 1, 2 in 3 ure po indukciji celic BL21[DE3] z vektorjem 
p101A2/pBADB2. Na drugo vrstico smo nanašali enake volumne negativne 
kontrole tik pred indukcijo celic zgornje vrstice ter 3 ure po tem. Poleg tega smo 
nanesli še vzorec samega proteina HigB2 kot pozitivno kontrolo. 
Glede na rezultate točkovnega nanosa je bila indukcija uspešna. Močno 
povečanje izražanja je vidno že po eni uri po dodatku L-arabinoze. 
Nespecifični vertikalni signali so najverjetneje posledica sušenja membrane ob 
delu. Razlika med temi predeli in drugimi je bila razvidna že s prostim očesom 
pred razvijanjem. Močni nespecifični signali na desni strani pa so najverjetneje 
posledica rokovanja membrane s pinceto. 
Odsotnost signala v sredini vzorca pozitivne kontrola HigB2 je najverjetneje 
posledica nastanka mehurčka. Kljub temu je prisotnost proteina na mestu nanosa 
pozitivne kontrole dobro razvidna. 
Zanimiva pa je prisotnost proteina HigB2 pred indukcijo. To sprva nakazuje na 
nezanemarljivo puščanje promotorja, vendar je lahko razlog tudi v sestavi medija. 
Pri iskanju vzroka za prisotnost proteina pred indukcijo pomagajo rezultati 
negativne kontrole po treh urah indukcije, kjer protein ni prisoten. 
Razlog v prisotnosti proteina pred indukcijo in odsotnosti tega po treh urah 
inkubacije brez dodatka L-arabinoze bi lahko bil v prisotnosti neke vrste induktorja 
v nizkih koncentracijah v začetnem mediju LBA. 
Slika 5.4.2: Točkovni nanos vzorcev celic BL21[DE3] z vektorjem p101A2/pBADB2 v mediju LBA. 
Vzorci so nanešeni v dveh vrsticah (rdeči krogi, po 7 μL). Prva vrstica predstavlja celice BL21[DE3] tik pred 
dodatkom L-arabinoze ter 1, 2 in 3 h po dodatku L-arabinoze. 
Druga vrstica predstavlja vzorec negativne kontrole tik pred indukcijo celic s prve vrstice, vzorec negativne 
kontrole 3 h po indukciji celic zgornje vrstice ter pozitivno kontrolo, ki predstavlja sam protein HigB2. 
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Induktor bi lahko bil prisoten v nizkih koncentracijah in povzročil sintezo proteina. 
Zaloge induktorja bi se potem hitro izčrpale in sinteza proteina bi se ustavila, že 
sintetiziran protein pa bi se lahko razgradil. 
LB vsebuje kvasni ekstrakt. Kvasni ekstrakt je v našem primeru avtolizat celic 
Saccharomyces cerevisiae [33]. Zaradi narave pridobivanja ekstrakta je težko 
določiti njegovo sestavo. Ta je mešanica sladkorjev, aminokislin in drugih snovi, 
ki se koristijo kot podlaga za medij celic. Same celice S. cerevisiae niso sposobne 
presnove L-arabinoze [34]. 
Arabinozni promotor je specifičen. Odziva se samo na L-arabinozo [35]. Edini 
prisotni induktor, ki bi lahko povzročil sintezo proteina je torej L-arabinoza. 
Sklepamo, da je v našem mediju najbrž do neke mere prisotna L-arabinoza. 
Zanimiv pomislek je uporaba avtoklava. Pred dodatkom antibiotika pa se seveda 
medij LB avtoklavira. Filtrirane sladkorje navadno dodajamo k medijem po 
avtoklaviranju, da se izognemo njihovi razgradnji. Pri tem se torej pojavi razmislek 
o tem, ali bi lahko prisotna L-arabinoza avtoklaviranje prenesla brez razgradnje. 
Glukoza se za uporabo v laboratoriju lahko avtoklavira. Pri tem pride do delne 
razgradnje sladkorja, ki pa je odvisna od sestave medija in časa v avtoklavu [36]. 
Če primerjamo lastnosti glukoze z L-arabinozo, lahko glede na temperaturo 
taljenja sklepamo na večjo stabilnost L-arabinoze. Ta ima temperaturo taljenja 
med 160 in 163 °C [37], medtem ko ima glukoza temperaturo taljenja med 146 in 
150 °C [38]. 
V primeru prisotnosti L-arabinoze v začetnem mediju s S. cerevisiae pred 
pripravo kvasnega ekstrakta obstaja torej možnost ohranitve majhnega deleža 
tega sladkorja do uporabe z našimi celicami. Možnost prisotnosti induktorja torej 
ni popolnoma nemogoča. Vendar se pojavi pri tem še en pomislek. 
Mehanizem arabinoznega promotorja temelji na zaviranju izražanja v prisotnosti 
glukoze. Če je v LBA prisoten majhen delež L-arabinoze, je prisotna najverjetneje 
tudi glukoza. Ta bi morala zavirati izražanje promotorja. 
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HigBA2 je del heterogenih sistemov toksin/antitoksin tipa II. Toksini tipa II imajo 
pogosto nizko ujemanje v zapisu DNA ter raznolike mehanizme delovanja. Lahko 
so RNaze, kinaze ali pa tudi acetiltransferaze. Tudi med samimi RNazami sta 
mehanizem delovanja in cepitev RNA raznolika. Toksine tipa II lahko razdelimo 
na 9 podtipov, antitoksine tipa II pa kar na 20 podtipov [39].  
Kljub heterogenosti ti sistemi vsebujejo nekaj splošnih značilnosti, ki so lahko 
razlog njihove analogne mehanizme regulacije. Antitoksini imajo navadno zvitje 
HTH z intrinzično neurejenim C- ali N- koncem. Glavna proteaza, ki vpliva na 
njihovo stabilnost, je proteaza Lon. Modeli regulacije izražanja so analogni 
modelu za regulacijo izražanja higBA2 [22, 39]. 
V raziskavi sistema higBA iz organizma Proteus vulgaris so poskusi in vivo 
pokazali podoben osnovni model regulacije, kot je predlagan za higBA2. V 
osnovnem stanju z nizko ravnjo toksina je antitoksin vezan na DNA in deluje kot 
zaviralec izražanja operona. Povečane koncentracije toksina ošibijo vezavo 
antitoksina na operon in izražanje je omogočeno [40]. 
Zanimivo pa je, da je v tem primeru pri vezavi DNA zelo pomemben C-konec 
antitoksina in ne N-konec. Prav tako je C-konec v tem primeru urejen. Antitoksin 
se na DNA veže kot dimer in ima motiv HTH, vendar pri vezavi ne povzroči 
upogiba DNA, tako kot HigA2 [40]. 
Molekularni mehanizem uravnavanja izražanja je pri sistemu higBA iz P. vulgaris 
drugačen od sistema higBA2 iz V. cholerae, vendar pričakujemo podoben odziv 
celice na spremembe razmerij koncentracij toksin/antitoksin tudi v našem 
sistemu. V primeru P. vulgaris so raziskovali vpliv aktivnega toksina na rast 
bakterij [40]. Zaradi težav, ki smo jih srečali pri pripravljanju vektorjev, nas je 
zanimal vpliv encimsko neaktivnih toksinov na celico. 
Mutante toksinov tipa II so bile preučevane predvsem in vitro [41, 42]. Vpliv 
prisotnosti neaktivnega toksina HigB2 na rast celic je nerešeno vprašanje, v 
katerega se je vredno poglobiti. 
Pri delu s toksinom pod konstitutivnim promotorjem smo se pogosto srečevali s 
težavami glede rasti celic in izgube zapisa toksina z vektorjev. Sklepali smo, da 
je toksin tudi v neaktivnem stanju neugoden za sintezo proteinov zaradi svoje 
vezave na ribosom. Struktura kompleksa HigB2-ribosom še ni znana, je pa znana 
struktura kompleksa RelE-ribosom [43]. 
RelE je toksin tipa II. Deluje kot RNaza, ima podobno strukturo kot toksin HigB2 
(αβα sendvič) in podobno aktivno mesto [22]. 
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V našem primeru je toksin HigB2 mutiran (R64A, K84A). Lizin na mestu 84  
toksina HigB2 prostorsko leži na analognem mestu kot arginin na mestu 81 
toksina RelE. Arginin na mestu 64 toksina HigB2 prostorsko leži na analognem 
mestu kot arginin na mestu 61 toksina RelE [22].  
Oba aminokislinska ostanka (R61, R81) sta pomembna pri katalitični aktivnosti 
RelE, vendar nista kritična za vezavo ribosoma [43]. Podatki druge raziskave tudi 
namigujejo, da se lahko mutiran neaktiven toksin RelE veže na ribosom. V tem 
primeru so bile mutacije R81A in R83A. NMR spektri mutante in naravnega RelE 
vezanega niso pokazale večjih sprememb strukture toksina ali pa njegove vezave 
na ribosom [44]. 
Glede na podobnosti med RelE in HigB2 lahko sklepamo na podobno vezavo 
ribosoma na mesto A. Mesto A na ribosomu je pomembno za vezavo aminoacil-
tRNA in vezava proteina na to mesto lahko pomeni zastoj sinteze mRNA. 
Encimsko neaktiven toksin HigB2 je lahko torej še vedno toksičen za celice. 
Zaradi potencialne toksičnosti encimsko neaktivnega toksina HigB2 smo 
spremenili promotor, ki nadzira njegovo izražanje. Rekombinantne toksične 
proteine se navadno pridobiva iz ekspresijskih celic, ki so transformirane z 
vektorji, na katerih leži zapis za inducibilne promotorje z nizko raven puščanja. 
Arabinozni promotor je dober primer takšnega inducibilnega promotorja. 
Pregled literature je pokazal, da je raven izražanja gena pod nadzorom pBAD 
brez induktorja nizka, vendar ni zanemarljiva. Popolna supresija izražanja v 
primeru uporabe gojišča LB doseže le z dodatkom glukoze v gojišče [45]. V trdna 
gojišča LB so v nekaterih primerih dodali glukozo do 0,2 % [19, 46]. 
Vredno je ponoviti točkovni nanos po indukciji izražanja HigB2 z L-arabinozo v 
mediju brez kvasnega ekstrakta, kjer je sestava medija veliko bolje nadzorovana. 
V tem primeru bo razjasnjen razlog za prisotnost HigB2 pred indukcijo v LBA.  
V primeru podobnih rezultatov v bolj kontroliranem mediju leži razlog sinteze 
proteina v puščanju promotorja, medtem ko odsotnost HigB2 pred indukcijo v 
kontroliranem mediju pomeni prisotnost induktorja v LBA. 
Druga možnost je tudi poskus v LBA z dodatkom glukoze namesto L-arabinoze 
v negativno kontrolo.  Dodana glukoza bi delovala kot zaviralec izražanja. 
Uporabljeni sevi pri indukciji izražanja rekombinantnega proteina z arabinoznim 
promotorjem so pogosto sevi brez sposobnosti presnove L-arabinoze, kar 
omogoči daljšo stabilnost induktorja ter daljšo indukcijo [45, 46]. V našem primeru 
se to zaenkrat še ni izkazalo za potrebno, saj je bila indukcija kljub uporabi seva, 
ki je sposoben presnove L-arabinoze, dovolj signifikantna. 
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Preiskav regulacije toksin/antitoksin in vivo zaenkrat še ni veliko. V našem 
magistrskem delu smo pripravili plazmide, ki bi lahko omogočili raziskavo 
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Z reakcijami restrikcije smo uspešno pripravili vektor H21 brez zapisa za 
antitoksin. Vektorjema H23 in H31 nismo uspeli odstraniti antitoksina. V 
splošnem je bil poskus odstranitve antitoksina v veliki meri neuspešen. Pogosto 
so celice izgubile tudi zapis za toksin. 
Predvidevamo, da razlog leži v toksičnosti toksina HigB2 kljub njegovi 
neaktivnosti. Predlagan mehanizem je: kljub neaktivnosti HigB2 kot RNaze, lahko 
ta še vedno potencialno signifikantno zavira sintezo proteinov s samo vezavo na 
ribosom. 
Poskus mutacije p101A2 v p117A2 je bil neuspešen. Razlog je lahko v neugodnih 
začetnih oligonukleotidih ali pa zopet v toksičnosti neaktivnega HigB2. Ti rezultati 
so vodili k zasnovi alternativnega plazmida p101A2/pBADB2, kjer toksin leži pod 
nadzorom inducibilnega arabinoznega promotorja. 
Z več reakcijami PCR in poskusi restrikcije ter ligacije smo uspešno pripravili 
vektor p101A2/pBADB2 ter preizkusili klasično indukcijo v mediju LBA z 
dodatkom 5 mL 20-odstotne L-arabinoze. 
Slika rezultatov točkovnega nanosa nakazuje na uspešno indukcijo. Prav tako 
namiguje na potencialno puščanje promotorja ali pa prisotnost nizke količine L-
arabinoze v samem gojišču LBA. Vzorec negativne kontrole po treh urah 
inkubacije bolj nakazuje prisotnost nizke količine induktorja v mediju, ki se izčrpa. 
Za nadaljnje delo bi bilo smiselno ponoviti poskus indukcije v manj kompleksnem 
gojišču in primerjati rezultate z gojiščem LBA, da se ugotovi razlog prisotnosti 
proteina HigB2 pred samo indukcijo. Druga možnost je tudi dodatek glukoze v 
medij kot zaviralec indukcije. 
Prav tako je nato potreben še poskus gradientnega izražanja in merjenja 
fluorescence za podatke o sami regulaciji sistema in vivo ter primerjava teh 
rezultatov s fluorescenco samega mRFP1 brez prisotnosti toksina ali antitoksina.
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